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summaηRecently much attention has been paid to neuropeptides， especially 
somatostatin (SRIF) and TRH， as endogenous epileptic inhibitors and promotors. In order 
to examine ~he relationship between the development of epilepsy and neuropeptides， and to 
know if neuropeptides in cerebrospinal fluid (CSF) can be an index of its concentration in 
the brain， we examined the change of immunoreactive SRIF CIR-SRIF) and TRH in CSF 
and brain at each stage of progression in cat amygdaloid kindling model. 
SRIF is thought to be an endogenous epileptic promotor， and to be involved in the 
development of epilepsy or the initiation of seizures. Our results suggest that the change 
in endogenous SRIF may be involved in the development of epilepsy， especially during later 
stages， inamygdaloid kindled cats. On the other hand， TRH is thought to be an endogenous 
epileptic inhibitor and TRH is actually used as an antiepileptic drug. Our results suggest 
that TRH may be involved in the initiation of seizures. 
Clinically neuropeptides of various central nervous system disorders in CSF are being 
studied， but whether neuropeptides in CSF can be an index of its concentration in the brain 
is yet unknown. Our results suggest that IR-SRIF in CSF can be considered as such an 
index， but TRH can not in amygdaloid kindled cat. 
Index Terms 




































































































セメントを用いて固定した.刺激電極刺入後3日間の回 実験対象は， 25匹で以下の 5群に分けた.コントロー
復期闘をおき， 60 Hz， 200μA， 2相性矩形波， 2秒間， ノレ群c群J，シャムオベレーション群CS群J，Wada and 
l日l回刺激を，前述の kindlingの発展過程にみられる Satoら13)の臨床段階においててんかん発作準備性がほ
臨床症候ならびに頭蓋および深部電極からの脳波所見を ぼ辺縁系に限局していると考えられている stage4 kin. 
観察しながら連続しておこなった. Fig.2に，後述する dling群CS4群J，また，てんかん発作準備性が返縁系から
Wada and Satoら凶の臨床段階において，第 4段階に達 皮質にまで及んでいる kindling完成群は，転倒を伴う強
した群の脳波所見と臨床症候を示し， Fig.3に第 6段階 直性間代性けいれんが 5日関連続して認められたものと
に達した群の脳波所見と臨床症候を示す.電気刺激は， し，これら完成群をさらに最終刺激 2日後CS6.2d群〕正
日本光電社製電気刺激装置 SEN.7203を用いた.脳波狽 2週間後 CS6-2w群〕の 2群に分けた (Table2). 
定は， 日本光電社製 EEG.5310を使用した 3. 組織採取，抽出法および神経ベプチドの定量
2. 対象 S群は電極刺入2週間後に， S4群・S6-2w群はけいれ
前述の方法により作成された実験動物のうち，発作像 んの影響を除外するために最終刺激より 2週間後に， S6 
および脳波所見から， Table 1に示した Wadaand Sato -2d群は最終刺激より 2日後に Sodium Pentobarbital 
ら川の臨床段階に一致し，かっその再現性が確認された (NembutaI)30 mg/kgを腹腔内に投与して麻酔をおこ
01 : Earth 
o 2 : Lt. Skull Electrode 
o 3 : Rt. Skull Electrode 
04 : Reference Electrode 
⑧ I : Depth Needle Electrode (Amygdala) 
。:Standard Point 





なった.髄液は大槽より採取し，同時に， Glowinski & 
Iversenの方法17)に準じて脳を取り出し液体窒素で固定
した.その後，基準点より前 8mm，ll mm，14 mmで冠状
断をおこない電極刺入部位を確認した.次いで，組織採
Table 1. Development and manifestations of induced 
seizure by daily巴lectricalstimulation of the 
amygdala in cats (Wada and Sato13)) 
Stag巴1: Unilateralfacial twitching ipsilateral to th巴
stimulation 
Stage 2 : Bilateral facial twitching 
Stage 3: Head-nodding 
Stage 4 : Contralateral head turning with tonic exten 
sion of contralateral forepaw 
Stage 5 : Generalized clonic jerking 
Stage 6 : Generalized convulsive seizure 
Table 2. Materials and groups 
25 crossed adult cats (3.0 kg-4.2 kg) 
C group control 
S group 目 shamoperation 
S 4 group : kindling stage 4 
S 6-2d group : kindling stage 6 
(2 days after last stimulation) 
S 6-2w group : kindling stage 6 





猫扇桃核 Kindlingの発展過程と神経ベプチド (85 ) 
Fig. 2. Pattem of c1inical and after.discharge propagation in the S4 group. Abbr巴viation:rt-F = right frontal， 
]t.F = left frontal， rt-Amy = right amygdala 
a : Spike discharge was localized in right stimulated amygdala 
b : Right facial twitching was seen during stage 1. When the seizure manifestation reached stag巴 3，
head.nodding was seen and the cat remained immobile， with prominant autonomic manifestation Ci.e.， 
salivation， pupillary dilatation ) . 
Fig. 3. Pattem of c1inical and after.discharge propagation in the S6 group. Abbreviation: rt.F = right frontal， 
lt.F = left frontal， rt-Amy = right amygdala 
a: Generalization of the after.discharge was seen 
b: Seizure generalization with th巴distinctand sequential march of c1inical events representing stage 
1 to 6 was seen. 





塊を採取した. 本実験において， 15匹が Kindlingの第 4段階を経過
これらの脳組織の湿重量を測定した後，テフロンベッ し，この段階にまで要した刺激回数は， 7.5:t1.6(平均士
スノレ・ガラスホモゲナイザーを用いてホモゲナイズし， 標準偏差〉回であった.また，第6段階まで達したのは 10
酸 ethanol(O.lN HCL: ethanol = 1 : 1)で抽出した後， 匹で，第 6段階の発作がはじめて出現するまでに要した
RIAにより IR-SRIF，TRHを測定した.血液は， IR 刺激回数は 13.4:t1.6回であった. kindling完成の条件
SRIF用には inhibitor(EDTA 1.2 mg，trasylol 500 を第 6段階の発作が 5団連続して認められることとした
KIU/ml blood)を， TRH用には inhibitor(EDTA-2 N a ので， kindlingの完成には， 19.1士1.7回の刺激回数を要
1.5 mg，8-Hydroxyqunolin巴 O.1mg，Twe巴n200.5 mg/ml した.この間，行動観察上自発けいれんは認められなか
blood)を加えた採血管にて混和し，血疑を分離後，酸一 った.
ethanol抽出後の脳組織と同様の前処理をおこない RIA 2. IR-SRIFについて
の測定をおこなった.髄液は inhibitorの添加や前処理 kindlingの各臨床段階において，脳内各部位の IR-
をおこなわず，直接 RIA測定をおこなった SRIFの濃度変化をみると， S群および S4群のどの部位
実験終了後は，残存脳を 10%ホノレマリン液で固定後， においても C群とは有意差はなかったが， S6-2w群では
組織採取部位の確認をおこなった.また， 日内変動を考 C群に比べて，両側扇桃核，両側梨状葉，両側海馬で有意
慮して， sacrificeは全例，午後 1時から午後 4時の間に に上昇していた. Table 4にその実測値を， Fig. 5にC
おこなった. RIA法には， INCSTAR Inc.製 somatos- 群， S4群との対比と有意差の有無を図示した.有意差を
tatin RIA Kitおよび三菱油化 biochemicallabolator- 認めた部位の実測値は，右肩桃核:CC群J426.0:t 178.4 
ies Inc.製 TRH抗体， Peptide institute Inc.製 TRH ng/g tissue wet weight， CS6-2w群J1177.2:t276.3 ng/ 
を用いた (Table3). なお，統計的解析にはすべて stu- g tissue wet weight(以下単位略〉で， 1%以下の危険率
dent T検定を用い，危険率 5%以下をもって有意差があ で両者聞に有意差を認めた.以下，同様に記戴すると，
ると判定した. 左肩桃核目 CC群J394.2:t 66.3， CS6-2w群J1042.2士275.
IR-SRIF， TRHの値の単位は，髄液では pg/ml，脳内 0，右梨状葉:CC群J342.4:t68.1， CS6-2w群J970士341.





vortex to mix 
1ml 
2ml 
centrifuge 3000 rpm for 10 min at 4'c 
decant the supernate 
Petroleum ether 4ml 
C巴ntrifuge3000 rpm for 10 min at 4'C 
aspirate and discard the upper ether layer 
dry the lower aqueous.ac巴ton巴layerat 60'C 
BSA-borate buffer 500μl 
(RIA flow chart) 
SRIF standard or sample 
SRIF Ab 
vortex to mix 
incubate for 20 hr at 4'C 
125 I-SRIF 
vortex to mix 




centrifuge 3000 rpm for 10 min at 4'C 
Second Ab 100μl 
vortex to mix 
incubate for 20 hr at 4'C 
centrifug巴 3000rpm for 10 min at 4'C 
Count ppt. 
Fig. 4. Preparation and RIA flow chart of IR-SRIF. 
猫肩桃核 Kindlingの発展過程と神経ペプチド
Table 3. Cross reactivity of antibody 
a: Cross reactivity of somatostatin antibody. 
(INCSTAR Inc. somatostatin RIA kit) 
b: Cross reactivity of TRH antibody. 
(87 ) 
(Mitsubishi-Yuka biochemicallaboratories TRH antibody and Peptide Institute Inc. TRH) 









100 TRH (Pyro-His-Pro-NH，) 100 
< 0.002 Pyro-His-Pro-OH (free acid) I 0.003 
<0.002 His-Pro diketopiperazine 0.06 
く0.002 Glu-His-Pro-NH， 0.06 
< 0.002 Pyro-His < 0.001 
<0.01 Pyro-His-Gly <0.001 
<0.01 Pro-NH， <0.001 
<0.01 







Thyroid releasing hormone (TRH) く0.01
Vasoactive intestinal peptide (VIP) < 0.01 
a 
Table 4. Somatostatin (IR-SRIF) concentrations in CSF and brain tissues in each group 
IR-SRIF levels are expressed as pg/ml in CSF and ng/g tissue 
wet weight in brain. Values shown represent the mean:tSD. 
* : pく0.05，叫 :pく0.01vs. controls 
Control sham op. S-4 S6-2d S6-2W 
CSF I 20.4 25.2 33.4 76.4 88.2 
:t9.9 士7目8 :t 11.9 士37.8* 土41.8*
rt-amygdala 426.0 415.2 601.6 1164.6 17.2 
土178.4 +252.1 士332.5 士400.9** 士276.3**
It-amygdala 394.2 413.2 533.2 1030.6 1042.2 
:t66目3 土72目9 :t 382.4 土252.6** 士275.0叫
rt-piriform cortex 342.4 354.8 675.2 1047.0 970.0 
:t68.1 士54.4 :t409.8 :t172.3* 士341.5'
It-piriform cortex 383.2 374.4 618.4 980.6 863.4 
:t247.3 士187.8 :t315.1 士433.0* :t329.2* 
rt-hippocampus 308.4 290.0 520.4 656.6 671.8 
土187.2 士151.7 +207.4 士183.9* :t222.5* 
It-hippocampus 293.8 336.4 460.0 477.8 720.2 
:t 150.5 士138目9 :t 262.1 +231.4 土320.4ホ
rt -sensorimotor cortex I 266.0 265.6 351.4 343.2 304.4 
:t 78.1 士88.5 :t74.2 :t196.8 士80.5
It-sensorimotor cortex I 243.0 251.8 365.6 304.6 281.8 
土85.1 士95.3 :t 135.4 :t 168.9 士69.2
rt-hypothalamus 600.6 563.8 615.6 951.4 1011目25
土190.1 士272目3 土284.8 :t302.8 士286.2
It-hypothalamus 594.8 567.4 648.0 1054.2 1013目。
士203.4 土152.7 十 157.3 + 105.7 :1 181.1 
pituitary 346.6 328目8 515.2 494.2 512目。
:t348目5 :1316.8 士311.1 土241.2 士374.0
cerebelIum I 2.58 2.03 1.37 2.41 2.38 
:t 1.65 士0.42 :t0.62 :t 1.21 士1.64
medulla oblongata 106.8 106.0 155.2 102.2 92.3 






























Fig. 5. Somatostatin (IR-SRIF) concentrations in brain tissues (ng/g tissue wet w巴ight).Each bar r巴vealsthe 
mean土 SD_ IR-SRIF concentrations of the s6-2w group were significant1y higher than those of the 
control in several brain regions ; left and right amygdala， piriform cortex and hippocampus. 
222ふ左海馬:CC群J293.8士150.5，CS6-2w群J720.2:t の増加は， 2週間後の S6-2w群でも認められた.しかし，
320.4であった. 左海馬では S6-2d群 S6-2w群の聞に差異が認められた
また， S6-2d群では C群に比べて，両側扇桃核，両側 (Fig目6).刺激側〔右側〉と非刺激側〔左側〉の，各群間
梨状葉，右海馬で有意に上昇していた. Table 4にその において有意差を認めなかった.
実演u値を， Fig.6にC群， S6-2w群との対比と有意差の 髄液 IR-SRIFについては，その実測値は， Table 3に
有無を図示した.有意、差のある部位の実測値は，右肩桃 示すごとく， CC群J20.4土9.9pg/ml， CS群J25.2:t7.8pg/ 
核・ 1164.6士400.9，左肩桃核:1030.6士252.6，右梨状葉 ml， CS-4群J33.4士11.9pg/ml， CS6-2d群J76.4:t37.8pg/ 
1047.0土172ふ左梨状葉:980.6:t 433.0および右海馬目 ml， CS6-2w群J88.2士41.8pg/mlであった.つまり，脳
656.6:t 183.9であった.つまり， S6-2d群での IR-SRIF 内と同様に， C群に比べて， S群および S4群では有意な






































Fig. 6. Somatostatin(IR-SRIF) concentrations in brain tissues (ng/g tissue wet weight). IR-SRIF concentra 
tions of the s6-2d group were significantly higher than those of the control in several brain regions ; left 
and right amygdala and piriform cortex ， and right hippocampus 
差を認めなかったが， S6-2d群および S6-2w群では有意
な上昇を認めた (Fig.7)，





の濃度変化をみると， S群， S4群， S6-2w群のどの部位





2.48士0.80ng/g tissue wet weight， CS6-2w群J9.56土






Fig. 7. Somatostatin (IR-SRIF) concentrations in 
CSF (pg/ml). IR-SRIF concentrations of the 
s6-2d and s6-2w group were significantly 
high巴rthan those of the control 
側〔右側〉と非刺激側〔左側〕とは，各群において有意、
差を認めなかった.
髄液 TRHは， CC群J1292:t1235.7pg/ml， CS群J364.














Table 5. TRH concentrations in CSF and brain tissues in each group 
TRH levels are expressed as pg/ml in CSF and ng/g tissue 
wet weight in brain目 Valuesshown repr巴S巴ntthe mean士SD目
*: p<0.05， p<O.OI vs. controls 
Control sham op目 S-4 S6-2d S6-2W 
CSF 1292.0 364.5 253.3 323.3 314.9 
:t 1235.7 士295.8 士371.0 :t325.9 :t267.0 
rt-amygdala 2.48 2.28 3.58 9目56 3.12 
:t0目80 士1.56 土1.79 :t 1.92叫 :t 1.67 
lt-amygdala 2.76 2.34 2.96 8目44 3目04
士1.50 士1.39 土1.76 :t2.98** :t 1.66 
rt-piriform cortex 3.38 3.30 6.48 7目64 4.06 
士1.38 土1.24 土4.14 :t 1.68判 :t 2.67 
lt-piriform cortex 4.10 5.64 4.72 8目62 3目92
士2.04 土1.92 土2.86 :t2.57本 :t0.98 
rt-hippocampus 2.92 3.00 4.34 7.88 3.60 
:t 1.27 土1.61 士2.36 土2.67叫 :t 2.32 
lt-hippocampus 3.14 4.04 4.24 5.08 3.24 
:t0.88 土2.18 土2.45 土2.00 :t 1.14 
rt-sensorimotor cort巴X 3.12 2.98 6.18 4.40 3.20 
土1.23 士1.02 士2.65 士0.63 土1.24
lt-sensorimotor cortex 3.66 2.98 6.28 4.36 4.14 
土1.29 土1.02 士3.58 士2.12 土2目54
rt-hypothalamus 31.04 29.68 53.20 83.40 63.40 
土19.02 士16.37 土17.57 土63.40 土25.11
lt-hypothalamus 31.88 36.74 40.40 79.60 52.40 
士8.76 土10.50 土11.39 土42.90 :tl9.45 
pituitary 24目36 21.46 43.46 44.02 38.72 
:t15.71 士15.80 士29.80 士29.20 士28.26
cerebellum 1.22 1.32 1.04 1.46 1.16 
士O目44 士O目69 士0.35 士0.62 :t 0.47 
medulla oblongata 20.64 19.98 22.06 24.63 18.34 
土12.14 士9.59 士8町01 士1.98 士6.47
猫扇桃核 Kindlingの発展過程と神経ペプチド (91 ) 
10 20 (ng/g) 

















Fig. 8. TRH conc巴ntrationsin brain tissues (ng/g tissue wet weight). Each bar reveals the mean:tSD. N 0 
significant change was seen in TRH concentrations of the s-4 and s6-2w group vs. control目
制が困難な難治性てんかんも存在する.つまり，現在の になってくると考えられる.





達物質がてんかん病態の解明とともに，治療の面でも注 物質の種類とその関与の方向性は Tabl巴 6のごとくで
目されつつある.今後は，てんかん発作準備性とけいれ ある 18)




























Fig. 9. TRH concentrations in brain tissues Cng/g tissue w巴tweight)目 TRHconcentrations of the s6-2d group 
were significant1y higher than thos巴ofthe control in several brain regions: left and right amygdala and 
piriform cort巴x，and right ，hippocampus 




























S 4 S 6-2 d S 6-2 w 
Table 6. The hypothetical relationships 
between neurotransmitters 
and epilepsy (Yamamoto18)) 
Abbreviation: Ach~acety1choline ， GABA~y-amino butyr 
ic acid， TRH~thyrotropin-releasing hormone， ACTH~ 




Monoamine [ nor蜘 nalin I Ach 
serotonin 
Amino acid 
I GABA glutamic acid 
taurine aspartic acid 
somatostatin 




Fig. 10. TRH concentrationt in CSF (pg/ml). TRH は失われないとされている.本実験においても脳波変化









































chiら26)は扇桃核 kindlingラット脳において， kindling 
完成一ヶ月後および二ヶ月後に，両側 amygdala，pir】







る.一方，梶田ら27)は，ラットの kindlingモデノレを用い によるものと考えられた.また，最終刺激 2日後(S6-2d












ないという報告もあるが18) IR-SRIFは蛋白濃度に影響 本実験から， SRIFはてんかん発作準備性獲得の初期
されると報告されており，大槽と腰椎部での髄液中の蛋 ではなく，後期の完成・維持に関与していることが示唆











































いる。 1983年， Walczak40)は，扇桃核 kindlingラット脳
で、最終けいれんの 48時間後に梨状葉皮質で6倍，帯状回









群〉の右肩桃核では， C群と比較し約 4倍の TRHの増加





























た.また，第 6段階の gen巴ralizedconvulsive seizureが































こなった.扇桃核 kindlingによって IR司SRIFが増加す (2) SRIFはてんかん発作準備性獲得後期の完成・維




ていたことから， IR-SRIFはkindlingの初期つまり辺 (3) TRHは抗けいれん因子としてけいれん発現性に
縁系内でのてんかん発作準備性には関与せず，後期の準 関与していることが示唆され，髄液 TRHは脳内 TRH
備性が皮質にまで及ぶ kindlingの完成・維持に関与して との相関は認められなかった.
いると考えられた.
一方， TRHに関しては，脳内で， S4群は S群や S6 本論文の要旨は第 22，23回日本てんかん学会〔昭和 63年
2w群同様， C群と比較して有意な変化を認めなかった 10月，平成元年 10月)，第 30回日本神経学会総会(平成
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